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La presents invention a pour objet un nouveau precede de purification d"une preparation 
virale. ^invention presente un interet tout particulier dans la perspective duplications dans le 
domaine de la therapie genique. appliquee notamment a rhomme. 

5 La therapie genique se definit comme le transfert d'information genetique pr6sentant un 

interet therapeutique ou vaccinal dans une cellule ou un organisme h6te en vue d'obtenlr dans 
cette cellule ou cet organisme un effet therapeutique ou vaccinal . Le premier protocole applique 
a Phomme a ete initio aux Etats Unls en septembre 1990 sur un patient presentant une 
immunodeficience liee a une mutation du gene codant pour I'Adenine D6saminase (ADA). Dans 
1 0 ce cadre particulier, il s'agissait de remplacer le gene defectueux, dont le dysfonctionnement etait 
a I'origine de la maladie genetique, par un gene fonctionnel. Le succes relatif de cette premiere 
experimentation a encourage le developpement de cette technologie dont 1'application a depuis 
ete etendue au traitement d'autres maladies aussi bien genetiques qu'acquises (cancers, 
maladies infectieuses telles que par exemple le SIDA). 

1 5 La mise en oeuvre des protocoles de therapie genique repose principalement sur I'utilisation 

de vecteurs qui permettent le transfert, et eventuellement Texpression, de I'information genetique 
dlnteret . ou gene, dans une cellule ou un organisme h6te. De nombreux vecteurs d'origine 
virale et non-virale ont ete developpes au cours des demieres annees et ont fait I'objet de 
nombreuses publications accessibles a rhomme du metier (par exemple voir Robbins et al.. 
1998, Tibtech. 16, 35-40 etRolland, 1998, Therapeutic Drug Carrier Systems. 15. 143-198) . 

L'interet des virus utilises a btre de vecteurs de therapie genique a deja ete evoque dans 
Cart anterieur. Parmi les virus les plus couramment utilises, les adenovirus constituent des 
vecteurs de choix car ils peuvent etre utilises dans le cas de nombreux types cellulaires. qu'il 
s'agisse de cellules en division ou quiescentes. ils sont non integrals et peu pathogenes. Ainsi 

25 que le decrivent les demandes de brevets n° WO 94/28152 ou WO 94/12649 , ils trouvent de 
nombreuses applications dans le domaine de la therapie genique. Toutefois. les proprietes de 
nombreux autres virus ont egalement ete explores pour la mise au point de vecteurs viraux de 
therapie genique. A titre d'exemple, on peut citer les vecteurs poxviraux. et plus particulierement 
les vecteurs derives du virus de la vaccine ou du Virus Modifie d'Ankara (MVA ; EP 324350). les 

30 vecteurs retroviraux (Naldini et al.. 1996. Science, 272. 263-267). etc... 

Les virus, et notamment les adenovirus, actuellement utilises dans les protocoles de 
th6rapie genique sont des virus dont le genome a ete modifie (par deletion, mutation,...) de 
maniere a affecter leur propriete replicative dans le but d'eviter leur propagation dans 
I'environnement ou I'organisme h6te. a reduire leur propriete immunogene et a permettre 
35 ('introduction de sequences nucleiques heterologues d'intereL Plus particulierement. comme le 

decrit notamment la demande de brevet WO 94/28152. le genome de ces virus peut etre 
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specifiquement delete de regions essenlielles d I'obtention de particules virales infectieuses. De 
m6me, les demandes de brevet EP83286, EP1 10385, US5185146, WO9702355 d6crivent 
lldentification de formes virales naturellement att6nu6es qui peuvent etre explores pour 
reiaboration de vecteurs viraux. Un virus dans le g6nome duquel est introdu'rt au moins un gdne 
d'interdt est appeie «virus recombin6» et par extension «vecteur recombine» ; plus 
particulterement de tels virus recombin6s comprennent 6galement les 6l6ments approprtes pour 
Pexpression de ces gdnes dans les cellules ou organismes h6tes. 

Les virus pr6sentent la caract6ristique de se multiplier essentiellement de manl6re intra- 
cellulaire. Par ailleurs, dans le cadre de la mise en oeuvre de protocoles de th6rapie gdnique, 
il est n6cessaire de disposer de particules virales, notamment infectieuses, qui renferment un 
vecteur d'inter&t, notamment recombin6, associ'6 d des polypeptides sp6cifiques et qui sont 
utilisables comme produit pour la th6rapie g6nique. Des proced6s pour la production de 
particules virales utilisables dans le cadre de protocoles de th6rapie g6nique sont connus qui 
comprennent les Stapes suivantes: 

(i) obtention d'une preparation virale brute , 

(ii) purification de ladite preparation virale brute. 

La preparation virale brute est obtenue selon les etapes suivantes : 

(a) infection ou transfection d'une Iign6e cellulaire appropri6e par au moins un 
vecteur viral d'int6r§t, pr£f6rentiel1ement recombin6 ; 

(b) culture de ladite Iign6e cellulaire infectee ou transfectee dans des conditions 
permettant la replication virale et la production de particules virales ; 

(c) coilecte des cellules, 

(d) etape facultative de traitement des cellules, notamment selon un protocole 
de lyse cellulaire, de fagon d liberer les particules virales intracellulars produites, en particulier 
lorsque les particules virales produites ne sont pas liberies dans le milieu pendant retape de 
culture; 

(e) et 6ventuellement un traitement supplemental du melange obtenu & l'6tape 
(c) ou (d) par une DNase destine £ limiter la quantite d'ADN cellulaire et £ r6duire la viscosity du 
melange. 

Outre les particules virales produites dans les cellules, la preparation virale brute comprend 
aussi toute sorte de constituants, debris celtulaires, toxines, etc.qu'il est n6cessaire d'eiiminer par 
la mise en oeuvre d'une ou piusieurs etapes de purification permettant d' obtenir une preparation 
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. renfermant des particules virales purifiees utilisabies en thSrapie g6nique. 

Selon ies proc6d6s connus de Cart antdrieur, la purification de la preparation virale brute est 
r6alis6e soit par ultracentrifugation en gradient de chlorure de c6sium (Huyghe, B et al., 1995, 
Human Gene Therapy, 6, 1403-1416), soit par adsorpsion en lit paqu6 (Huyghe, B et al., 1995, 
5 Human Gene Therapy, 6, 1403-1416). 

L'ultracentrifugation sur gradient de chlorure de c6sium pr6sente de nombreux Inconv6nients. 
En effet, le chlorure de cesium est un compost toxique incompatible avec un usage therapeutique 
chez I'homme qu'il convient d'6liminer par une 6tape supp!6mentaire de purification . Par ailleurs, 
cette technique d'ultracentrifugation sur gradient de chlorure de c6sium est surtout adaptee au 

10 traitement de volumes r6duits de preparation virale brute. En effet, Ies dispositifs 
d'ultracentrifugation permettent seulement le traitement de I'ordre de 600 ml de preparation virale 
brute. Si de tels volumes sont bien adapts d des productions destinies aux travaux de recherche, 
ils ne permettent pas de r6pondre de mani6re satisfaisante aux contraintes d'une production 
industrielle. En fin, le temps n6cessaire & la mise en oeuvre de cette technique de purification par 

15 ultracentrifugation, environ 40 heures, est 6galement un 6l6ment tr6s limitant dans des 
perspectives de productions industrielles. Chacun de ces inconv6nlents indique que cette technique 
de purification d'une preparation virale brute est incompatible avec Ies exigences de rendement 
et de coOt requises par Ies industries. 

La methode de purification par adsorpsion en lit paque repose sur ('utilisation de particules 
20 d'adsorbant sedimentees ou compactees Ies unes aux autres, disposees dans une colonne de 

chromatographie. Selon ce proc6d6 de purification, la preparation virale brute £ purifier est 
deposee sur la colonne et Ies particules virales sont purifiees par eiutions diff6rentielles 
successives. Toutefois, etant donne la composition complexe de la preparation virale brute, 
comprenant notamment des debris cellulaires, la colonne de chromatographie se colmate 
25 frequemment rendant la purification laborieuse et inefficace. Afin d'eviter ce colmatage, il est 

possible de proceder, avant le d6pflt de la preparation sur la colonne de chromatographie, d une 
etape de clarification de ladite preparation virale brute afin d'eiiminer Ies debris cellulaires. II est 
egalement propose de realiser des etapes de concentration, d'ajustement du pH ou de la 
conductivity de la preparation virale brute avant son passage sur la colonne. Ces etapes 
30 suppiementaires et indispensables entraTnent une baisse du rendement global du procede de 
purification qui ne permet pas d'obtenir des rendements de production compatibles avec une 
' exploitation industrielle satisfaisante. 

Dans ce contexte, il serait avantageux de pouvoir disposer d'une nouvelle methode pour 
la preparation, & partir de cultures cellulaires, de particules virales suffisamment purifiees pour 
3 5 pemnettre leur utilisation en therapie genique. Plus particuli&rement, Ies precedes decrits jusque- 
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Id ne sont pas satisfaisants en ce qu'ils comprennent des stapes limitantes au niveau du volume 
de preparation virale brute & purifier (ultracentrifugation) et /ou par leur nombre trop important 
qui se traduit par une baisse du rendement global de I'ordre de 5 £ 20% ne permettant pas de 
satisfaire une exploitation d l'6chelle industrielle. 

5 On a maintenant mis au point un nouveau procddd de purification dune preparation virale 

brute parfaitement adapts d la production Industrielle de particules virales destinies aux 
applications de th6rapie g6nique. 

La prdsente invention concerne en premier lieu un proc£d£ de purification d'une 
preparation virale brute, renfermant des particules virales d'int6r6t, notamment adenovirals, 
10 caractdrisd en ce qu*il comporte au moins une 6tape d'adsorpsion en lit fluidise. 

Le principe de I'adsorption en lit fluidise est bridvement expose ci-apr£s. Des explications 
plus detainees sont disponibles dans « Expanded Bed Adsorption , Principles and Methods » * 
Pharmacia Biotech - Edition AA ainsi que dans le brevet US 5,522,993 dont les contenus font 
partie de la prdsente description. 

1 S A I'inverse de I'adsorption en lit paqu6 pour laquelle des particules solides d'adsorbant sont 

s6diment£es ou compact6es les unes contre les autres, I'adsorption en lit fluidise repose sur le 
principe selon lequel des particules solides d'adsorbant comprises dans ledit lit fluidise sont 
maintenues en suspension dans un fluide (gazeux ou liquide) g6n6rant ainsi entre elles des 
espaces libres. Cette suspension des particules d'adsorbant est obtenue par Taction d'une ou 

20 plusieurs forces (mecanique, eiectromagn6tique, magnetique, gravitationnelle, eiectrique. . .). La 

suspension des particules d'adsorbant dans un fluide liquide ou gazeux peut par exemple fitre 
obtenue par la combinaison d'un courant dudit fluide dirige de manidre opposge au champ 
gravitationnel auquel sont naturellement soumises les particules d'adsorbant. La direction et 
l'in ten site des deux forces sont aisement choisies par I'homme de Tart afln de maintenir les 

25 particules d'adsorbant en suspension. De m£me, il est possible d'utiliser des particules 

d'adsorbant qui pr6sentent une composition particuli6re qui les rend sensibles d une force 
magnetique ou/et eiectrique et permet ainsi d'obtenir une suspension de particules d'adsorbant 
comme pr£c£demment d6crite. Enfin, il est 6ga1ement possible de disposer de particules 
d'adsorbant qui pr6sentent elles-mdme une charge magnetique ou eiectrique suffisante pour 

30 permettre leur mise en suspension dans des conditions approprtees. L'homme du metier dispose 

des connaissances n6cessaires & la realisation de ces variantes de ('invention. 

L'expansion, ou mise en suspension, des particules d'adsorbant g£n£re I'apparition 
d'espaces entre lesdites particules qui permettent le passage des cellules, debris cellulaires ou 
autres particules indesirables que Ton souhaite eiiminer de la preparation virale brute. 
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Selon la presente invention, les particules d'adsorbant utilisees dans I'etape d'adsorption 
en lit fluidise sont notamment selectionnees parmi des particules constituees : 

- de materiaux composites, organiques et/ou inorganiques. tels que par example 
la silice, la dextrane-silice ou la cellulose-titane-dioxide (Gllcrist et al., 1994. Separations for 

5 Biotechnology. 3, pp. 184-190); 

- de polymeres tels que par exemple I'agarose, le polyacryiamide. le polystyrene 
ou leurs derives (par exemple le poly(N-lsopropyl acrylamlde), voir CA21471 15). 

Selon un mode particulierde realisation, les particules d'adsorbant comprennent en outre 
un noyau central. Un tel noyau central consiste notamment en un noyau de quartz ou de metal 
inerte (tel que du zirconium) (Hansson et al.. 1994. Biotechnology, 12, 285-288 ; Hjorth et al., 
1995. Bioseparation. 5, 217-223) ou en un noyau dont la composition permet auxdites particules 
d'adsorbant I'incorporant d'etre maintenues en suspension dans le fluide par ('application d'un 
champ magnetique, electrique ou electromagnetique (voir par exemple "Continous cell 
suspension processing using magnetically stabilized fluidized beds" Biotechnology and 
Bioengineering, vol. 37 pp110-120 (1991) by B.E. Terranova and M.A. Bums). 

Selon un cas prefere de I'invention, les particules d'adsorbant portent, directement ou 
indirectement. au moins un ligand capable de se Her de maniere specifique et reversible a un 
anti-ligand. Conformement a la presente invention, undit anti-ligand consiste en tout ou partie 
d'une particule virale d'interet que I'on souhaite purifier a partir d'une preparation virale brute. 

Par "ligand", on entend designer : 

- tout ou partie d'un polypeptide, notamment tout ou partie d'un anticorps. capable 
de se Her de maniere specifique et reversible a tout ou partie d'une proteine de ladrte particule virale 
d'inter§t, notamment une proteine de la capside ou de I'enveloppe. un recepteur membranaire 
specifique. un peptide recombinant, une proteine de la membrane externe adenovirals telle que 

25 I'hexo'n, les pentons (Hong et al, 1995. EMBO J., 14. 4714-4727). ou la fibre (Henry et al.1994. 
J.Virol.. 68. 5239-5246) etc... 

- un groupement charge posito'vement, notamment un groupement basique, portant 
par exemple une amine substitute, notamment par des groupes alkyles ; de maniere preferee, on 
choisira un groupement charge basique selectionne parmi les groupements dimethylaminoethyl 

30 (DMAE), diethylaminoethyl (DEAE), trimethylaminoethyl (TMAE ), le groupement - R- CH(OH) - 
CH 2 - N* - (CH 3 ) 3 ( egalement appele groupement Q ; voir les resin s Streamline - Pharmacia), le 
groupement guanidinium ou encore les groupements imine tels que la polyethyleneimine (PEI) ; 

- un groupement charge negativement, tel que par exemple un groupement sulfate 
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de formule R-SO/ avec par exempie R = groupes alkyles ( par exemple m6thyl sulfate) ou un 
groupement carboxylate de formula R-COO* avec par exemple R - groupes alkyles ( par exemple 
mdthyl carboxylate) ou encore un groupement phosphate de formule R-P0 4 * avec par exemple R 
= groupes alkyles. 

S De tels ligands charg6s positivement ou ndgativement sont capables de se Her de manidre 

spdcifique d des anti-ligands de charge oppos6e. 

Dans le cadre de la pr6sente invention, le ligand pr6f6r6 est le groupement Q et les particules 
d'adsorbant pr6f6r6es sont les rdsines Streamline 9 Q XL. (Pharmacia). 

L'invention concerne 6galement le cas pour lequel ledit (igand est indirectement fixd sur la 
1 0 particule d'adsorbant. Dans ce cas, ledit ligand est fix6 par I'intermddiaire d'un bras chimique qui 
n 'interfere pas dans la rdactivitd dudit ligand £ regard de I'anti-ligand. De tels bras ainsi que leur 
utilisation sont largement ddcrits dans la literature relative aux synthases chimiques. 

II est 6galement possible de choisir le pH auquel le procdd6 de I'invention sera r6alis6 de 
manidre & optimise r la liaison sp6cifique ligand/anti-ligand, notamment dans le cas ou Ton utilise des 

1 S particules d'adsorbant portant un ligand charge. Ainsi, dans le cas ou Ton choisira d'utiliser des 
particules d'adsorbant porteuses de groupements basiques, notamment pour la purification de 
particules adenovirals dont les prolines de surface ont en majority des points isodlectriques (pi) 
compris ehtre 5.3 et 6.0, le pH sera compris entre environ 6 et environ 1 0, avantageusement entre 
environ 7.5 et environ 9.5 et, de fa$on pr6f6r6e sera d'environ 8.5, de manidre d ce que I'essentiel 

20 des prolines virales soit charg6 nSgativement et interagisse avec les groupements basiques des 
particules d'adsorbant. Inversement, lorsque le proc£d6 selon invention utilise des particules 
d'adsorbant portant des groupements charg6s n6gativement, le pH choisi sera compris entre environ 
3.0 et environ 5.0. Par ailleurs, il est ggalement possible de travailler d des pH inf6rieurs au pi des 
prolines virales, notamment lorsque Ton utilise des particules d'adsorbant portant un ligand charge 

25 n£gativement. Dans ce cas particulier, il est n6cessaire d'utiliser un tampon de conductivity 6lev6e 
afin de stabiliser les particules virales. L'homme du metier est en mesure d'ajuster le pH par 
('utilisation de solutions tamponn£es ou par Pajout de bases ou d'acides pour respectivement 
augmenter ou r£duire le pH selon les besoins. 

Pour la mise en oeuvre du proc£d£ de I'invention, il est n6cessaire que le ligand soit capable 
30 de se lier de manure reversible £ I'anti-ligand d'int6r6t. La dissociation Hgand/antMigand peut dtre 
r£alis6e par tout moyen appropri6 et notamment en modifiant la salinit6 ou le pH du milieu 
r6actionnel. 

En outre, selon I'invention, il est possible de suivre le proc6d6 de purification, notamment en 
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continu, sur les echantillons rScoltes et traites selon le procede de I'invention par tout moyen connu 
de I'homme de Tart. II est notamment possible d'effectuer des mesures spectrophotom6triques de 
Tabsorbance a 260 nm et 280 nm et de calculer le ratio DO260/DO280 dans chaque dchantillon 
sachant que toute preparation virale purifi6e possdde un ratio DO 260 / DO 280 caract6ristique. A 
5 titro indicatif, le ratio DO260/DO280 d'un preparation adenovirale puriftee est de 1,25. II est 
6galement possible de suivre le procede de purification par la mise en oeuvre de techniques de 
detection usuelles telles que par exemple des techniques d'eiectrophordse, de PGR... 

La temperature a laquelle est mis en oeuvre le proc6d6 selon Tinvention est pr6f6rentlellement 
comprise entre -5 et +50°C. Cependant, afin de preserver les proprietes infectieuses des particules 
1 0 virales que Ton souhaite purifier, on preferera une temperature comprise entre environ +4°C et +37°C 
et, plus particuli6rement, entre environ +15°C et +25°C. 

Selon un mode de realisation pr6f6r6, le proc6d6 selon ^invention est realise dans des 
conditions de conductivite comprises entre environ 30 et environ 70 mS/cm, avantageusement entre 
environ 38 et environ 45 mS/cm et, de preference, entre environ 40 et environ 43 mS/cm. 

1 5 Lorsque le lit fluidis6 est form6, c'est £ dire que les particules d'adsorbant sont en suspension, 

il est possible que celles-ci soient anim6es d'un mouvement rirculaire permanent connu sous le nom 
de « rouleaux de recirculation ». Ce ph6nom6ne diminue la capacite d'adsorption des particules et 
doit par consequent §tre limite au maximum. Une solution possible consiste a utiliser des particules 
d'adsorbant de tallies h6t6rogenes. En effet, la distribution h6terog6ne des tallies permet aux 

20 particules d'adsorbant de plus petit volume de se localiser dans la partie superieure du dispositif, par 
exemple une colonne, qui les renferme. Au contraire, les particules les plus grosses sont localises 
dans la partie inferieure dudit dispositif ce qui permet de reduire de mani6re importante la mobilite 
des particules. 

Par consequent, de maniere pr6ferentielle, les particules d'adsorbant selon i'invention seront 
25 choisies de fagon £ se qu'elles presentent des tallies h6t6rogenes. 

Une autre solution permettant d'eviter la formation de rouleaux de recirculation consiste a 
compartimenter le disposistif afin de limiter les possibilit6s de mouvement des particules d'adsorbant 
(A. Buijs and J.A. Wesselingh, 1980, Journal of Chromatography, vol.201 pp 319-327). 

Comme evoque ci-dessus, pour la mise en oeuvre du procede selon I'invention, les 
30 particules d'adsorbant sont maintenues en suspension dans un dispositif. De mani6re avantageuse, 
ledit dispositif est de forme cylindrique et de mani6re pr6f6r6e il s'agit d'une colonne de 
chromatographic. Dans un mode de realisation pr6f6r6 du proc6d6 selon Tinvention, on choisira une 
colonne de chromatographic telle que d6crite dans le brevet US 5, 522, 993. Cette colonne pr6sente 
& chacune de ses extr6mites au moins une entr6e ou une sortie par lesquelles circulent les solutions 
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d'effluent et d'6luant entrant et sortant de la colonne. Selon ce cas particulier, les particules 
d'adsorbant sont dans un premier temps soumises d une phase d'expansion, notamment par 
application dans la colonne de chromatographic d un courant de tampon ascendant obtenu en 
introduisant le tampon par I'entree localisee £ rextr6mit6 interieure de la colonne et en I'evacuant 
5 par la sortie situ6e d rextr6mit6 sup6rieure. Cette phase d'expansion est maintenue jusqu'd 
I'obtenfion d'un « lit fluidisd » , c'est £ dire d'un 6quilibre entre la force de la gravite terrestre qui attire 
les particules d'adsorbant vers I'extr6mite Infdrieure de la colonne, et les forces d'entraTnement du 
courant ascendant du tampon qui sont dirigdes vers I'extr6mit6 sup6rieure de la colonne. 

Conform6ment d la pr6sente Invention, la preparation virale brute est soumlse d un proced6 

10 de purification comprenant une 6 tape au moins d'adsorptibn en lit fluidise. Plus particulierement 
lorsque le dispositif est une colonne, apres obtention du «lit fluidise », la preparation virale brute d 
purifier est deposee sur la colonne. Dans le cas prefere de llnvention pour lequel ladite colonne est 
telle que decrite dans le brevet US 5, 522, 993, la preparation virale brute est introduite dans la partie 
inferieure de cette colonne. Ensuite, la preparation virale brute est lavee par passage de tampon. 

1 S Oans le cas prefer^, le passage de tampon est effectue selon un courant ascendant. Apres la 
phase de lavage, le flux de tampon est stoppe afin de permettre aux particules d'adsorbant de 
s6dimenter. Selon un cas prefere, cette phase de sedimentation est asststee par un flux de tampon 
descendant. Une etape dilution est alors conduite par application d'un flux de tampon, notamment 
descendant, dans des conditions de concentration, de pH et/ou de conductivity que I'homme du 

20 metier est en mesure d'adapter afin de permettre le relargage des particules virales adsorbees sur 
les particules adsorbantes. De meme t il est d la portee de I'homme de I'art d'adapter les conditions 
de chromatographic en fonction de diff6rents parametres, notamment du volume de la colonne, des 
particules adsorbantes choisies, de la concentration virale, de la charge et/ou de la nature des 
contaminants. L'6lution de la preparation virale peut par exemple etre realtsee en modifiant la salinite 

25 ou le pH de I'eiuant. 

Selon un mode de realisation particulier, le precede de purification de la preparation virale 
brute selon I'invention peut en outre comprendre une etape de chromatographie en lit paqu6, et de 
maniere preferee une etape de chromatographie en gel filtration. Les deux etapes (etape 
d'adsorption en lit fluidise et chromatographie en lit paque) peuvent etre realisees dans un ordre 
30 quelconque, toutefois de maniere preferee, on procedera en premier lieu d l'6tape d'adsorption n 
lit fluidise et en second lieu d la chromatographie en lit paque, notamment d une chromatographie 
de-gel filtration. 

Selon I'etape de chromatographie de gel filtration, I'echantiHon est traite sur un support solide 
comprenant des billes de diamdtre compris entre 3 et 160 um, avantageusement entre 5 et 1 05 u.m 
35 et de preference entre 1 0 et 80 um. De preference, ce support a une porosite proche de la taille du 
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virus afin que celui-ci ne p6netre pas dans les bifles. Au contraire, les molecules de taille inferieure 
penetrant dans les billes et leur migration est retard£e. Difterents types de supports peuvent 6tre 
utilises tels que les matrices d base d'agarose (S6ph arose), de dextran (gel Sephadex), d'acrylamide 
(gels S6phacryl et Trisacryl). la siiice (gels TSK et SW), de copolymers ethylene glycol 
5 mdthacrylate (gels Toyopearl HW, TSK et PW) et de melanges, notamment d'agarose et de dextran 
(gel Superdex). Les supports mentionn6s sont de preference utilises sans groupement de 
fonctionnaiisation. Les supports de chromatographic de gel filtration particulidrement appropries & 
la mise en oeuvre du proc£d£ de preparation selon I'invention sont les suivants : 

- matrices allyl dextran-m6thyl6ne bis acrylamide (S6phacryl S300 HR de diamdtre de bille 
10 compris entre 25 et 75 *im, S6phacryl S400 HR de diametre de bille compris entre 25 et 75 urn, 

S6phacryl S500 HR de diametre de bille compris entre 25 et 75 jam et S6phacryl S1000 SF de 
diametre de bille compris entre 40 et 105 jam; Pharmacia), 

- matrices d'6thyl6ne glycol-methacrylate (Toyopearl HW 55, Toyopearl HW 65 et Toyopearl 
HW 75 de diametre de billes variant de 20 & 60 pm; Tosohaas), 

1 5 - matrices de N acryl amine hydroxyl propanediol (Trisacryl d'un diametre de billes compris 

entre 80 et 160 nm; Bios6pra), ou 

- matrice d'agarose (Macro-Prep SE de diametre de bille compris entre 20 et 80 jam; 
Biorad). 

A titre indicatif, on notera qu'un support de type Toyopearl HW65F, S (porosite 1000 A) ou 
20 S£phacryl S400HR est pr6f6r6. Une telle colonne est 6quilibr6e dans un tampon pr6sentant des 

conditions salines et un pH limKant les interactions hydrophobes entre te support et les particules 
virales. Avantageusement, on utilisera un tampon Tris-HCI 25mM, MgCI 2 2mM, saccharose 2% 
£ pH 8,5. Les particules virales d'interfit sont 6lu6es sans 6tre retenues et sortent de la colonne 
avant les contaminants de poids moieculaire ou de taille inttrieurs. Selon un mode de realisation 
25 optionnel, les fractions virales obtenues aprds I'etape de purification peuvent §tre rassembiees 

et eventuellement concentres selon les techniques habituelles. On peut citer ('ultrafiltration 
tangentielle et la diafiltration. Les cassettes BioMax PES (Millipore reference PXB300C50) et 
PLCMK (Millipore reference PXC300C52) conviennent tout particulidrement. 

L'invention concerne 6galement un protocole pour la production de particules virales 
30 utilisables pour la th6rapie g6nique comprenant les Stapes (i) et (ii) suivantes : 

(i) obtention d'une preparation virale brute comprenant les etapes : 

(a) infection ou transfection d'une lignee cellulaire appropri6e par au 
moins un vecteur viral d'interfet, pr6ferentiellement recombin6; 
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(b) culture de ladite Iign6e cellulaire infectee ou transferee dans des 
conditions permettant la replication virale et la production de particules 
virales ; 

(c) collecte des cellules et/ou du surnageant, 

5 00 purification de ladite preparation virale brute selon un procede caracteris6 en 

ce qu'il comporte au moins une 6tape d'adsorpslon en lit fluldise telle que d6crite pr6cedemment. 

Selon un cas particulier pr6fer6, apr6s I6tape (c) de collecte des cellules, on procede d une 
6tape de cassage ou de lyse des cellules, g6n6ralement aprds resuspension de la biomasse 
cellulaire collectee, afin de permettre la liberation des particules virales produites de manidre 

10 intracellulaire. Tous les moyens classiques peuvent etre mis en oeuvre, notamment les moyens 
chimiques et / ou m6caniques. On peut proc6der par exemple £ des cycles de cong6lation- 
decongeiation qui fragilisent les membranes cellulaires, £ une lyse enzymatique (emploi d'enzymes 
d6gradant les membranes cellulaires) ou chimique (emploi de detergent, choc de pH...). Les 
moyens mdcaniques peuvent resulter d'ultrason (sonication), d'attrition (billes de verre DynoMill, 

1 5 BeadMill), de forces de pression et de cisaillement (homog6neiseur haute pression French Press), 
de microfluides (Microfluidics, Newton, MA) ou encore de Taction mecanique de deux cylindres 
g6n6rant des forces de cisaillement hydrauliques et m6caniques (homogeneiseur Silverson). 

Toutefois, bien quelle ne sort pas exclue, cette 6tape de cassage/lyse des cellules n'est pas 
obligatoire dans le cas particulier ou les particules virales sont Iib6r6es dans le milieu de culture. 
20 Dans ce cas, l'6tape (ii) peut etre directement appliqude £ rechantillon renfermant £ la fois les 
cellules et le milieu, ou exclusivement sur le surnageant de la culture qui renferme les particules 
virales £ purifier. 

En outre, le protocole pour la production de particules virales utilisables dans le cadre de 
protocoles de thdrapie g6nique selon Tinvention peut comprendre au moins une 6 tape de degradation 
25 des acides nucieiques presents en quantit6s importantes apr£s le cassage des cellules. A cet effet, 
les enzymes de restriction non sp6cifiques de type endo- ou exonucl6ases peuvent etre employees. 
Selon un mode pr6f6r6, Tenzyme choisie est la benzonase, eventuellement en presence de p 
cyclodextrine qui facilite la precipitation des lipides ( concentrations finales recommend6es de 5 £ 50 
U/ml de benzonase et de 0,1 £ 10 % et, en particulier, 1,5 % de p cyclodextrine). 

30 Le protocole pour la production de particules virales selon I'invention peut egalement 

comprendre une etape de filtration sterilisante, ladrte 6tape de filtration sterilisante etantde preference 
r6afeee apr£s retape (c) dudit proc6d6 de preparation. On aura avantageusement recoups £ des filtres 
de 0,22 pm. On peut citer, par exemple, les unites de filtration de type Minisart (Sartorius, reference 
SM16534), Sartolab P20 (Sartorius, reference 1 8053D), Millex GF (Millipore, reference SLGS025BS), 
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MillexGV (Millipore, reference SLGV025BS), Millex GP (Millipore, reference SLGPR25LS) ou encore 
Spirale Cap (Version Super CQS 92 HS ou HP ; Gelman Sciences), Criticap 50 (12995, Gelman 
Sciences) ou Millipak (Millipore ref. MPGL04SK2 ou MPGL02SH2) . 

De mfime, ce protocole peut en outre comprendre une etape de filtration en profondeur. Pour 
5 cela, de nombreux filtres peuvent etre utilises & la condition qu'ils aient une porosite permettant de 
laisser passer les particules virales dlnterfit et de retenir les Insolubles. On Indique que les particules 
adenovirals ont une taille d'envlron 0,07 £ 0,1 pm qui n£cessitent ('utilisation de filtres de porosite 
sup6rieure. Par ailleurs, les filtres peuvent 6tre en mature synth6tique (nylon), organique (cellulose) 
ou non organique (zirconium). Selon un mode de realisation avantageux, on proc6de £ des filtrations 

10 successives sur des filtres de porosity decroissante, par exemple en premier lieu sur un filtre de 
porosite comprise entre 3 et 0,8 (Sartorius, Sartoclean CA capsule 5621304E9-00-A), puis sur 
un filtre de porosite comprise entre 0,8 et 0,65 pm (Sartorius, Sartoclean CA capsule 5621305G9- 
00- A). Selon une autre variante, la filtration peut 6tre r6a(is6e par microfiltration tangentielle sur 
membranes planes ou fibres creuses de porosite sup6rieure £ la taille de ('adenovirus. A cet egard, 

1 5 les membranes Durapore (Millipore) et Omega (Pall) peuvent 6tre employees. 

Enfin, le protocole de ('invention peut egalement comprendre une etape facultative 
d'inactivation des virus £ enveloppe. Cette etape permet, notammentdans le casdes preparations 
adenovirals d'am£liorer la s6curit6 du produit final et d'augmenter la quaiit6 de la preparation 
adenoviral purifide. Un exemple d'etape d'inactivation de virus & enveloppe est donne dans la 
20 demande de brevet frangais No. 98/16147. 

Le proc6d6 de purification d'une preparation virale brute et le protocole pour la production 
de particules virales selon I'invention concernent notamment des preparations virales comprenant 
des particules virales d'inter&t pour des applications en therapie g6nique, et notamment pour la 
preparation de preparations vaccinates, telles que par exemple des particules ad6novirales, 
25 poxvirales, iridovirales, papovavirales, rotavirales, parvovirales, hepadnavirales, herpetiques, 
reovirales, coronavirales, flavivirales, togavirales, mononegavirales, arenavirales, bunyavirales, 
orthomyxovirales, calcivirales, picornavirales.. De preference, ces particules virales renferment un 
virus recombine. Selon la pr6sente invention, la preparation virale brute que Ton cherche £ purifier 
peut contenir une ou plusieurs particules virales d'origines virales differentes. 

30 La mise en oeuvre des procedes et protocoles de I'invention est tout particuli6rement adaptee 

£ I'bbtention de particules adenovirals purifiees comprenant des adenovirus recombinants defectifs 
pour la replication. « Recombinant » fait reference £ la presence d'au moins un gene d'interSt place 
sous le contrdle des elements appropries £ son xpression dans une cellule h6te. «oef ctif pour la 
replication » signifie que les informations genetiques disponibles ne permettent pas la replication 
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autonome du virus consid6r6 dans une cellule hGte. Dans ce cas. la production de particules virales 
requiert infection ou la transfection par tout moyen approprie, de cellules adapt6es, dite cellules de 
complementation, avec le virus deficient g6n6ralement recombin6. Ces cellules de complementation 
fournissent en trans les informations nScessaires d la replication et ('assemblage des virus deficients 
S sous forme de particules virales. Oe telles lignees, alnsi que leur utilisation, sont largement ddcrites 
dans la litterature (voir par exemple les demandes WO 94/28152 ou WO 97/00326 ; la lignde 293, 
Graham et al., 1977, J. Gen. Virol. 36, 59-72 ; Lusky et al. .1998, J. Virol. 72, 2022-2032 ). D'autres 
virus pour leur part requidrent des conditions de culture cellulaire plus sp6cifiques mats parfaitement 

maitris6es (voir par e^mple W, MVA, retrovirus ). Les cellules de complementation Infectees ou 

10 transferees sont mises en culture dans des conditions largement d6crites, pendant un temps 
suffisant pour permettre aux virus de se r6pliquer, et aux particules virales de ^assembler. 

D'autres caracteristiques et avantages de la pr6sente invention apparaltront £ la lecture des 
exemples ci-aprds. Toutefois, invention ne saurait se limiter au contenu desdits exemples. 

EXEMPLES 

1 5 Les adenovirus recombinants utilises dans les exemples qui suivent, ont ete construits par 

la technique de recombinaison homologue d6crite dans Charter et al. (1996, J. Virol. 70, 4805- 
4810). Les constructions mises en oeuvre ont ete realisees selon les techniques generates de 
genie genetique et de clonage moiecutaire, detainees dans Maniatis et al., (1989, Laboratory 
Manual, Cold Spring Harbor, Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY ou une edition plus 

20 recente) ou selon les recommandations du fabricant lorsqu'on utilise un kit commercial. Les etapes 
de clonage utilisent la souche E. coii 5K (hsdR, mcrA), DH5a [(recA1, endA1, hodR17 (r-m-) t 
supE44 thi-1, gyrA (nalr)] ou NM522 (supE, thi, D(lac-proAB), DhsdS. (r-m-), (F' proAB, lacl q , 
2DM15) et celies de recombinaison homologue la souche E. coii BJ 5183 (Hanahan, 1983, J. Mol. 
Biol. 166, 557-580). S'agissant de la reparation des sites de restriction, la technique employee 

25 consiste en un remplissage des extremites 5* protuberantes & I'aide du grand fragment de I'ADN 
polymerase I d*E. coii (Klenow, Boehringer Mannheim). Les fragments d'ADN sont purifies £ Taide 
du kit de purification d'ADN GeneCleanli R (Bio101lnc). Par ailleurs, les fragments de g6nome 
adenoviral employes dans les diff6rentes constructions sont indiqu6s precis6ment selon leur 
position dans la sequence nucieotidique du genome de I'AdS telle que divulguee dans la banque 

30 de donnees Genebank sous la reference M73260. 

En ce qui concerne la biologie cellulaire, les cellules sont transfectees ou transduites et 
cultivees selon les techniques standards bien connues de I'homme du metier. On a recours aux 
lignees cellulaires 293 (ATCC CRL-1 573), A549 E1 + (W094/281 52) et 293-E40RF6+7 (Lusky et 
al., 1998, J. Virol. 72, 2022-2032). II est entendu que d'autres lignees cellulaires p uvent etre 
35 utilisees. Les cellules sont maintenues en culture d 37°C en atmosphere humide enrichie e 5% de 
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CO2 dans du milieu DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium, Gibco BRL) complements avec 
1 mM de glutamine, 1% d'acides amin6s (Gibco BRL), 40mg/I de gentamycine et 10% de s6rum 
de veau foetal (SVF.Gibco BRL). Les cellules sont transferees selon les techniques de Tart 
(precipitation au phosphate de calcium...) 

5 Les examples qui suivent ont ete realises £ I'alde d'addnovirus recombinants exprimant un 

g6ne marqueur ou un g£ne therapeutique. lis sont derives du serotype Ad5 et ont la structure 
suivante : 

-AdTG6297 est un vecteur adenoviral defectif^our les fonctions E1 (deletion 
des nt 459 £ 3328) et E3 (deletion du fragment Xbal s'etendant des nt 28592 £ 30470) dans le 

1 0 genome duquel est ins6r6 eh remplacement de la region E1 , une cassette d 'expression du g£ne 
marqueur codant pour la proteine GFP (pour green fluorescent protein). Celle-ci reagit £ 
('excitation lumineuse (485 nm) par remission d'une lumiere fluorescente dont on mesure 
I'intensite au moyen d'un filtre (535 nm). Plus pr6cisemment, la cassette est composee du 
promoteur CMVsuivi d'un intron chim£re, de la sequence codant pour la proteine GFP et le polyA 

I S du virus SV40. Les sequences introniques sont isoiees du plasmide pCI (Promega Corp, pCI 
mammalian expression vector E1731) et comprennent le site donneur d'epissage de i'intron 1 du 
gene b-globine humaine ainsi que le point de branchement et le site accepteur d'epissage du 
gene d'une immunoglobine de souris. Les particules vi rales sont produites par transfection du 
vecteur AdTG6297 dans une Iign6e de complementation de E1 (293 ou A549 E1+) et amplifiees 

20 par passages successifs sur une lign£e permissive (compiementant E1). 

-Le vecteur AdTG5643 est un vecteur delete des regions E1 (nt 459 £ 
3328), E3 (nt 28592 £ 30470) et E4 (nt 32994 £ 34998) et exprimant le gene therapeutique CFTR 
humain. La cassette d'expression est constituee du promoteur precoce CMV, de TADNc CFTR 
et du poly A du gdne b-globine de tapin et est ins6r6e £ la place des sequences E1 detetees. Les 
25 particules virales sont produites par transfection du vecteur AdTG5643 dans une lignee de 
complementation de E1 et E4 (293-E40RF6+7) et un stock viral constitu6 par passages 
successifs sur une lignee permissive (compiementant E1 et E4). 

EXEMPLE 1 : Preparation de virus £ partir des cellules de complementation . 

Les cellules A549-E1 + sont cultivees en bottes de culture jusqu*£ atteindre une 
30 concentration de 1x1 0 6 cellules/ml et sont ensuite Infect6es avec un pr6stock d , AdTG6297 £ 
Vaison d'une MOI d'environ 3. Les cellules infectees sont r6coit6es £ 72 h post infection et 
centhfugees £ basse Vitesse. Le culot est repris dans environ 600 ml de milieu de culture sans 
serum. La preparation ainsi obt nue correspond £ un volume d'environ 20 I de culture. 

Les particules virales intracellulaires sont (ibexes apr£s cassage des cellules soumises £ 
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Taction m6canique pendant 7 d 10 min d'un hornog6neiseur Silverson (L4R- Silverson) r6gl6 £ 
une vitesse de rotation de 4200 tours/min. 

A ce stade, la preparation est trds visqueuse du fait de la liberation de I'ADN genomique 
suite au cassage celtulaire. On ajoute a la preparation virale un volume d'un tampon permettant 
5 une action optimale de la benzonase et constitue de Tris 100 mM, MgC^ 4 mM, saccharose 4% 

pH 8,5 auxquels a 6t6 ajoute I'agentde solubilisation Tween 80 (Merck reference 8-22187-1000) 
a une concentration de 2%. Le melange est mis sous agitation a temperature amblante avant 
d'ajouter la benzonase a raison de 50 U/ml (Merck reference 101697) et on latsse la reaction se 
poursuivre pendant 1 a 2 h a temperature ambiante et sous agitation. 

1 0 EXEMPLE 2 : Preparation de virus a oartir de la culture cellulaire . 

L'exemple 1 est reproduit a la difference que Ton recolte 72 h post infection les cellules et 
le surnageant de culture (volume d'environ 20 I) et I'ensemble est directement soumis a retape de 
cassage pour obtenir la preparation virale brute a purifier. 

EXEMPLE 3 : Purification de la preparation virale brute A I'aide d'une etape de 
15 chromatooraphie en lit f)uidis6 . 

L'exemple 3 a pour but dlllustrer un mode de realisation du proc6d6 selon ('invention pour 
I'obtention de particules virales purifiees. 

Dans un premier temps. Tune quelconque des preparations virales brutes obtenues aux 
exemples 1 et 2 est soumise a une etape deactivation des virus enveloppes. Cette etape 

20 deactivation est r6alis6e par action du TNBP/Tween 80 (Tributyl phosphate R6f. : 24 0494 
Aldrich) a une concentration finale de 0,3 % et 1% respectivement. Pour ce faire, la preparation 
virale brute obtenue a l'exemple 1 ou 2 est dilute volume a volume dans une solution tampon de 
Tris 50 mM, MgCI 2 2 mM, saccharose 2% NaCI 450 mM et TNBP 0,6 % (Aldrich 24-049-40), pH 
8,5. II est egalement possible d'ajouter a la preparation virale 1/10 de volume d'un tampon plus 

25 concentre Tris 50 mM, MgCI 2 2 mM, saccharose 2%, NaCI 2 Met TNBP 3 % (Aldrich 24-049-40), 
pH 8,5. II faut remarquer que les conditions salines uti!is6e (NaCI 400mM final) correspondent aux 
conditions d'6quilibration de la chromatographic. L'action du TNBP/Tween 80 se poursurt sous 
agitation (500 rpm) pendant 3 heures a temperature ambiante ou pendant 4 heures a 4°C. 

La preparation virale brute inactiv6e est ensuite soumise a une chromatographie d'echange 
30 dlons en lit fluidise. Pour ce faire, la preparation virale est charg6e sur une colonne contenant une 
resine de type Streamline® QXL (R6f. Pharmacia 17-5075-01) prealablement 6quilibr6e a I'aide 
d'un tampon Tris 50 mM, MgCI2 2mM ( saccharose 2%, NaCI 400 mM, pH 8,5. ^introduction du 
tampon se fait a la base de la colonne de chromatographie et sa sortie s'op&re au sommet de la 
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colonne, de mantere d cr6er un courantde tampon ascendant dans la colonne. Un debit de 100 
d 300 cm/h ( et de preference 150 cm/h est utilise pour 6quilibrer et charger la colonne avec la 
preparation virale brute d purifier. La preparation virale appliqu6e sur la colonne est alors rinc6e 
par difterents passages de solution tampon dans le sens ascendant et descendant. Cette 
5 operation a pour but d'eiiminer une premiere gamme de contaminants adsorbes par des 
interactions non ions-sp6cifiques ou m6caniquement coinc6s. Les diff6rents constituants 
cellulalres adsorb6s par des interactions lons-specifiques sur le support de chromatographic sont 
ensuite 6lu6s progressivernent par application d'un tampon d'6quilibrage contenant des 
concentrations de sel croissantes (NaCI 425 mM t 450 mM, 500 mM). Un debit de 50 £ 150 

10 cm/heure et de preference de 100 cm / heure est applique d partir du moment oil le flux de 
tampon est descendant L'eiuat est recueilli en fractions. Chaque fraction est analys6e par 
mesure de I'absorbance £ 260 et 280 mm. G6n6ralement, les proteines qui sont detectees 
uniquement d 280 nm, sont 6lu6es par le tampon contenant une concentration en NaCI de 425 
mM. Un second pic dilution est detecte £ 280 et 260 nm. II contient les particules adenovirales 

1 S d'interdt et est 6lu6 par le tampon de concentration saline 450 mM. Les fractions correspondant 
d ce second pic d '6lution sont rassembiees et 6ventuellement soumises £ une chromatographie 
de gel filtration. 

La colonne de chromatographie en lit fluidise peut dtre r6g6n6r6e. Iav6e et traltee par 
lenchamement d'6tapes montre dans le tableau 1 : 

20 Tableau 1 



Solution 


Concentration 


Volume de 
colonne (Vc) 


Debit (cm/h) 


Sens 


NaCI 


1,5 M 


4 


100 


Descendant 


HCI 


0.05 N 


9 


30 


Ascendant 


H20 




6 


100 


Ascendant 


NaOH 


1 N 


12 


30 


Ascendant 


NaCI 


3M 


9 


30 


Ascendant 


Tris-HCI 


10 mM 


9 


30 


Ascendant 


EDTA 


1 mM 








PH 8,0 











Le gel peut etre ensuite stock6 dans NaOH 0,01 M pendant plusieurs semaines. 
Le rendement d'un proc6d6 d'obtention des particules viraies peut Stre calcuie de 
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Le rendement dun proc£dd d'obtention des particules virales peut dtre calculd de 
la manidre suivante : 



Etapes 


Ul totalesx 10 ,J 


Rendement - % 
(global) 


Rendement -% 
(etape) 


Depart 


2,69 


100 




Benzonase 


2.74 


102 


102 


Inactivation 


2.58 


96 


94 


SQXL 


2.11 


78 


82 



S Ul repr£sente le nombre d'unit6s infectieuses 

Le procddd de ('invention permet de purifier un volume de I'ordre de 20 litres de prdparaton 
virate brute tout en obtenant un rendement global d'environ 80% aprds l'6tape de 
chromatographic en lit f!uidis6 alors que les proc6d6s de Tart antdrieur permettent au mieux 
d'obtenir des rendements de i'ordre de 60 % aprds I'dtape de chromatographic en lit paqu6. 
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REVENDICATIONS 

1. Proc6d6 de purification d'une pr6paration virale brute renfermant des particules 
virales d'intdrfit, caract6ris6 en ce quit comporte au moins una 6tape d'adsorption en lit fluidis6. 

2. Proc6d6 selon la revendication 1 ( caract6risd en ce que ledit lit fluidis6 renferme 
des particules d'adsorbant et est obtenu par la mise en suspension dans un fluide desdites particules 
sous Taction d'une ou plusieurs forces s6lectionn6es parmi les forces m6canique, 
tlectromagnfitique, magn6tique, gravitationnelle et 6lectrique. 

3. Proc6d6 selon la revendication 2, caract6ris6 en ce que lesdites particules 
d'adsorbant sont constitutes de maWriaux composite. 

4. Proc6d6 selon la revendication 3 ( caract6ris6 en ce que ledit mat6riaux composite 
est choisi parmi la silice, la dextrane-silice ou la cellulose-titane-dioxide. 

5. Proc6d6 selon la revendication 2, caract6ris6 en ce que lesdites particules 
d'adsorbant sont constitutes de polymdre. 

6. Proc6d6 selon la revendication 5, caract6ris6 en ce que ledit polymdre est choisi 
parmi I'agarose, le polyacrylamide, le polystyrene ou leurs d6riv6s. 

7. Proc6d6 selon Tune des revendications pr6c6dentes, caract6ris6 en ce que lesdites 
particules d'adsorbant comprennent un noyau central. 

8. Proc6d6 selon la revendication 7, caract6ris6 en ce que ledit noyau central consiste 
en un noyau de quartz, un noyau de m6tal inerte ou en un noyau dont la composition permet 
auxdites particules d'adsorbant d'Stre maintenues en suspension dans le fluide par Tapplication d'un 
champ magn6tique, 6lectrique ou 6lectromagn6tique. 

9. Proc6d6 selon I'une des revendications pr6c6dentes ( caract6ris6 en ce que lesdites 
particules d'adsorbant portent au moins un ligand capable de se lier de mantere sp6cifique et 
r6versible d un antWigand, ledit anti-ligand consistant en tout ou partie d'une dite particule virale 
d'int6r6t. 

1 0. Proc6d6 selon la revendication 9, caract6ris6 en ce que ledit ligand consiste en tout 
ou "partie d'un polypeptide, notamment tout ou partie d'un anticorps, et en ce que ledit antMigand 
consiste en tout ou partie d'une prot6in de ladite particule virale d'int6r6t. 

11. Proc6d6 selon la revendication 9, caract6ris6 en ce que ledit ligand consiste en 
un groupement charg6 positivement, avantageusement un groupement basique. 



18 

12. Procede selon la revendication 11. caracterise en ce que ledrt groupement charge 
positivement est selections parmi les groupements dimethylaminoethyl (DMAE). diethylaminoethyl 
(DEAE), trimethylaminoethyl (TMAE ). - R- CH(OH) - CH 2 - N* - (CH 3 ) 3 , guanidinium ou imine tels 
que la polydthyldneimine (PEI). 

5 13. Proc6d6 selon la revendication 9, caract6ris6 en ce que ledit ligand consiste en 

un groupement charg6 n6gativement. 

1 4. Proc6d6 selon la revendication 1 3, caract6ris6 en ce que ledit groupement charg6 
nSgativement est s6lectionn6 parmi les groupements sulfate de formule R-SOV, carboxylate de 
formule R-COO* ou phosphate de formule R-PCV avec par exemple R = groupes alkyles. 

10 15. Proc6d6 selon la revendication 11, caracteris6 en ce qu'il est realise d un pH 

compris entre environ 6 et environ 10, avantageusement entre environ 7.S et environ 9.5 et, de fagon 
preferee sera d'environ 8.5. 

16. Proc6d6 selon la revendication 13, caract6ris6 en ce qu'il est realise d un pH 
compris entre environ 3.0 et environ 5.0. 

1 5 17. ProcedS selon Tune quelconque des revendications pr6c6dentes, caracterise en 

ce qu'il est realise & une tempdrature comprise entre -5 et +50°C, avantageusement comprise entre 
environ +4°C et +37°C et pr6f6rentiellement entre environ +15°C et +25°C 

18. ProcedS selon Tune quelconque des revendications prScddentes, caract6ris6 en 
ce qu'il est realise dans des conditions de conductivit6 comprises entre environ 30 et environ 70 

20 mS/cm, avantageusement entre environ 38 et environ 45 mS/cm et, de preference, entre environ 
40 et environ 43 mS/cm. 

19. Proc6d6 selon Tune quelconque des revendications precedentes, caracterise en 
ce lesdites particules d'adsorbant prSsentent des tailles hSterogSnes entre elles. 

20. Protocole pour la production de particules virales utilisables pour la therapie 
25 genique comprenant les Stapes (i) et (ii) suivantes : 

(i) obtention d'une preparation virale brute comprenant les Stapes : 

(a) infection ou transfection d'une lignee cellulaire appropriee par au moins un 
vecteur viral dlntSrfit, prSterentiellement recombine; 

(b) culture de ladite lignee cellulaire infectee ou transfectee dans des conditions 
30 permettant la replication viral et la production de particules virales ; 
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(c) collecte des cellules et/ou du surnageant, 

(ii) purification de ladite pr6paration virale brute selon I'un des proc6d6s des 



revendications 1 d 19. 

21 . Protocole selon la revendication 20, caract6risd en ce qu'il comprend en outre une 6tape 
5 de cassage ou de lyse des cellules aprds K6tape (c). 

22. Protocole selon la revendication 21 , caract6ris6 en ce qull comprend au moins une 6tape 
de d6gradation des acides nuc!6iques apr6s l'6tape de cassage ou de lyse des cellules. 

23. Protocole selon les revendications 20 & 22, caract6ris6 en ce qu'il comprend une 6tape 
deactivation des virus d enveloppe. 

0 24. Proc6d6 selon les revendications 1 & 19 ou protocole selon les revendications 20 d 23, 

caract6ris6 en ce que lesdites particules virales sont des particules adenovirals. 
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FeuiHe rectifiee 



Id ne sont pas satisfaisants en ce qu'ils comprennent des stapes limitantes au niveau du volume 
de preparation virale brute a purifier (ultracentrifugation) et / ou par leur nombre trop important 
qui se traduit par une baisse du rendement global de I'ordre de 5 £ 20% ne permettant pas de 
satisfaire une exploitation a l'6chelle industrielle. 

On a maintenant mis au point un nouveau proc6d6 de purification d'une preparation virale 
brute parfaitement adapts & la production industrielle de particules virales destinies aux 
applications de th6rapie genique. 

La present e invention conceme en premier lieu un proc£de de purification d'une 
preparation virale brute, renfermant des particules virales d'interet, notamment adenovirals, 
caracterise en ce qu'il comporte au moins une etape d'adsorpsion en lit fluidise. 

Le prindpe de I'adsorption en lit fluidise est brievement expose ci-apres. Des explications 
plus detainees sont disponibles dans « Expanded Bed Adsorption , Principles and Methods » - 
Pharmacia Biotech - Edition AA ainsi que dans le brevet US 5,522,993. 

A J 'inverse de I'adsorption en lit paqu6 pour laquelle des particules solides d'adsorbant 
sont sedimentees ou compactees les unes contre les a litres, I'adsorption en lit fluidise repose 
sur le principe selon lequel des particules solides d'adsorbant comprises dans (edit lit fluidise 
sont maintenues en suspension dans un fluide (gazeux ou liquide) generant ainsi entre elles des 
espaces lib res. Cette suspension des particules d'adsorbant est obtenue par Taction d'une ou 
plusieurs forces (m<§canique, eiectromagnetique, magnetique, gravitationnelle, eiectrique...). La 
suspension des particules d'adsorbant dans un fluide liquide ou gazeux peut par exemple etre 
obtenue par la combinaison d'un courant dudit fluide dirige de mani&re opposee au champ 
gravitationnel auquel sont naturellement soumises les particules d'adsorbant. La direction et 
I'intensite des deux forces sont aisement choisies par I'homme de Tart afin de maintenir les 
particules d'adsorbant en suspension. De meme, il est possible d'utiliser des particules 
d'adsorbant qui presenters une composition particuliere qui les rend sensibles & une force 
magnetique ou/et eiectrique et permet ainsi d'obtenir une suspension de particules d'adsorbant 
comme precedemment decrite. Enfin, il est egalement possible de disposer de particules 
d'adsorbant qui presentent elles-meme une charge magnetique ou eiectrique suffisante pour 
permettre leur mise en suspension dans des conditions appropriates. L'homme du metier dispose 
des connaissances necessaires d la realisation de ces variantes de I'invention. 

L'expansion, ou mise en suspension, des particules d'adsorbant genere I'apparition 
d'espaces entre lesdites particules qui permettent le passage des cellules, debris cellulaires ou 
autres particules indesirabfes que Ton souhaite eliminer de la preparation virale brute. 



_3 ] 



* 



